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論文内容要旨
序論
 真核生物の細胞核には,窟系体細胞分裂と減数分裂という普遍的な遺伝子の分配機構が存在す
 る。一方,独自のDNAを持つミトコンドリアと葉緑体についてみると,これらDNAがオルガ
 ネラ内部で組織化されている構造(核様体)およびオルガネラ遺伝子の複製,分配機構について
 の研究は少なく,真性粘菌などごく少数の生物で詳細な研究がなされているにすぎない。
 酵母磁00如m脚6θ39θr畝εゴ4θは子嚢菌に属する単細胞真核生物であるが,近年,真核細
 胞のモデルとして注目を集めている。特にこの生物は古くからミトコンドリア遺伝学の材料とし
 て研究され,現在ミトコンドリアの分子遺伝学的解析が最も進んでいる生物のひとつである。し
 かし,分子レベルでの硯究の著しい進展にもかかわらず,その遺伝子の発現の場であるミトコン
 ドリア核様体(mt一核様体)の構造や,細胞内でのミトコンドリアDNA(mtDNA)の動態
 を探るための細胞学的研究は殆ど行われておらず,遺伝子の分配を伴いながら分裂増殖するオル
 ガネラとしてのミトコンドリアの全体像はいまだ明らかになっていない。そこで,本研究では,
 DNA結合蛍光色素,4',6-dlainidino-2-p地ny}ま貧dole(DAPi)によるmt一核様体
 の蛍光染色法を主な解析の手段として用い,細胞内におけるm卜核様体の動態とその構造につい
 て調べた。また,研究の過程で新たに明らかとなった減数分裂核の形態と核型についても述べた。
 第嘩章減数分裂,胞子形成過程における酵母ミト慧ンド》ア核様体および細胞核の
動態
 第1節序論
 様々な遺伝解析の結果から,酵母ミトコンドリア遺伝子の分離と経換えについてのモデルが提
 出されているが,酵母でみられるミトコンドリア遺伝子の高頻度な組換えなどの現象を理解する
 ための細胞内構造の観察は行われていない。本章では,スフェロブラストを胴いた同調的減数分
 裂,胞子形成過程およびzygoteにおける減数分裂,胞子形成過程でのm毛一核様体と細胞核の
 動態について解析した。
 第2節秘料と方法
 栄養生長定常期の二倍体酵母G2-2株の大型細胞を用いてスフェロブラストの調製と同調的
 胞子形成培養を行った。また,接合直後のzygoteを胞子形成培地に植菌し,経時的に固定,観
 察した。DNAの観察にはDAP工を,ミトコンドリアの観察には出me比y里ami-postyry!me-
 thylpy撤di揃umiodine〈DASPMDを用いた。
 第3節結果
 細胞壁を除去したスフェロブラストを用いることによって,m卜核様体の挙動を極めて鮮明に
 観察できるようになり,また,減数分裂期細胞核の幾つかのステージを同定することも可能にな
 った。定常期スフェロブラストでは,細胞質に50～70個の小球状のmt一核様体が観察されるが,
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 減数分裂前DNA合成期後期には,ミトコンドリアの融合の結果,分枝した1個の巨大ミトコン
 ドリアが形成された。すべてのmt一核様体は,巨大ミトコンドリア中で一列に配列し,紐状の
 網羅を作って融合して観察された。第2減数分裂後期になると,紐状のmt一核様体はそれぞれ
 の娘核を取り囲んで1本ずつの環を形成した。子嚢胞子中では,再び小球状の粒子にわかれ胞子
 核を取り臨んでいた。zygoteの減数分裂過程においてもほぼ同様のmt一核様体の挙動が観察
 された。
 第4節考察
 本研究により,酵母ミトコンドリアおよびmt一核様体の挙動が極めて動的であることが示さ
 れたが,この現象は遺伝学的結果を説明するうえで興味深い。腫大ミトコンドリアの中でmt一
 核様体が紐状に観察されることから,おそらく隣接するmt一核様体間でDNAレベルの融合が起
 こり,これが遺伝的組換えをもたらすことが考えられる。そして,mt一核様体のランダムな融
 合と分散の繰り返しにより,高頻度の遺伝子組換えが起こることが推定された。
 第2章酵母Sθ0助θr鰐囎30θrθソノε1∂θの減数分裂期の核型
 第1節序論
 これまでの多くの試みにもかかわらず,酵母3.ごθrθか謡粥では光学顕微鏡,電子顕微鏡を用
 いて染色体の観察は行われていない。本章では第工章の結果に基づき,スフェロブラストの同調
 的減数分裂の系を用いて3.oθプ顔3吻の二価染色体の数と核型について調べた。
 第2節材料と方法
 第1章と同様の方法で行った。染色体のよく広がった像を得るために,スフェロブラストをカ
 ルノア固定液で画定しスライドガラス上で広げる方法をとった。
 第3節結果と考察
 胞子形成培養後,経隣的にスフェロブラストを固定して観察した。培養4時間園から7時間日
 にかけてクロマチンの凝縮と二価染色体の出現が認められた。減数分裂中期になると二価染色体
 は著しい凝縮をお乙して個々の染色体の観察が可能となった。よく広がった細胞では蟄本から18
 本の二価染色体が観察されたが,減数分裂核の約70%では至6本の染色体が認められた。そして,
 二価染色体を大きさと形に従って,3つのグループに分類することができた。本章の結果は,S、
 08rθθ緬昭がi6の連鎖群を持つとする遺伝学的な結果と一致した。
 第3章阻害剤を用いたミトコンドリア核様体の配列,融合機構の解析
 第1節序論
 第1章の結果から,スフェロブラストを用いた減数分裂,胞子形成の系は,減数分裂核の研究
 のみでなく,mt一核様体の配列,融合機構を調べるためにも有利な系であることが分かった。本
 章では,この系に各種の代謝阻害剤や細胞骨格阻害剤等を添加してmt一核様体の挙動を観察す
 ることにより,mt一核様体の配列,融合機構について考察した。
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 第2節桝料と方法
 第1章と同様の方法で行った。胞子形成培地に各種阻害剤またはグルコースを添加し,DAPI
 染色により経時的なmt一校様体の挙動を観察した。
 第3節結果
 act圭nomyc魚D,cyc1G封eximide,me晦12-benz圭midazolecarbamate(MBC),2K4-
 thまazolyl〉一iH-benzimまdazo}e〈TBZ〉は減数分裂,胞子形成をほぼ完全に阻害したが,mt一
 核様体の配列,融合は阻害しなかった。一方,ethidi葺mbromide,antimycinA,oiig㎝yc圭n,
 carbony}cyanide-m-c撮orophenylkydrazone〈CCCP〉は減数分裂,胞子形成とmt一核様体
 の配列融合の両者を完全に阻害した。ところが,このantまmyciRAによるm宅一核様体の配列,
 融合の阻害効果は,胞子形成培地にグルコースを添加することにより解除されることが分かった。
 第4節考察
 RNA,タンパク質合成阻害搦の効果からみて,mt一核様体の配列,融合という現象が,ある
 特定の細胞核遺伝子の発現によって誘導される可能性はないと考えられる。一方,antjmycin
 A,01igomyciR,CCCPの阻害効果から,ミトコンドリアの呼吸活性やエネルギー状態がτnt一
 核様体の形態変化に大きく関係していることが推定される。しかし,グルコースの添加がantま一
 myc沁Aによる阻害効果を解除することから考えて,mt一核様体の配列,融合には呼吸自体は
 必要ではなく,むしろ呼吸により生産され,また,解糖系のみによっても補うことができる細胞
 内のエネルギー状態が必要であると推定された。
 第4章酵母ミトコンド》ア核様体の単離とその構造の解析
 第i節序論
 酵母ミトコンドリアゲノムは約25μmの環状1)NA分子からなることはよく知られているが,
 mtDNAが三次元的に組織化されているmt一核様体の構造についてはいまだ明らかになってい
 ない。そこで,本章ではスフェロブラストから形態的に損傷が少ないmt一横様体を単離して,
 その形態および構築について蛍光顕微鏡,電子顕微鏡,生化学的手法を用いて解析した。
 第2節材料と方法
 定常期スフェ∬ブラストを出発材料とし,SuzukietaL〈ig82〉の方法を一部改変してmt
 一核様体の単離を行った。
 第3節結果
 庶糖不連続密度勾配遠心により寵一核様体を分画したところ,20%一40%庶糖界面に,不純物
 が少なく,細胞核DNAの混入がないmt一核様体を得ることができた。単離mt一核様体は,蛍
 光観察では直径0.3-0.6μmのほぼ球形の粒子であり,細胞内で観察される形態および大きさ
 にほぼ等しかった。m卜核様体はDNA,RNA,タンパク質から構成されており,電子顕微鏡観
 察により,その構造は直径約20-50nmのクロマチン繊維からなっていることが明らかになった。
 mt一核様体を構成するタンパク質を電気泳動により調べたところ,0'Farren二次元電気
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 泳動で30種類以上のタンパク質が検出された。このなかでヒストン様の塩基性タンパク質として
 は,分子量i8Kのタンパク質1種類が酸性ウレア電気泳動により検出された。また,減数分裂過
 程や呼吸欠損株のmt一核様体を比較したところ,数種類のタンパク質に明らかな量的変動が認
 められた。
 第4節考察
 醸DNAが形成している高次構造についての知見は従来の超薄切片の電顕像からは殆ど得られ
 ていなかったが,本研究により単離したmt一核様体はその形態の観察や化学的分析の結果から
 みて,高純度で,しかもほぼinvivoに近い形態で単離されていると考えられる。mtDNAは核
 様体の中で密なクロマチン構造をとってpackingされていることが明らかとなったが,複数の
 DNA分子がその構造のなかでどのように折りたたまれ,ミトコンドリアの分裂に伴って分配さ
 れるのか今後解明すべき問題である。また,蝋一校様体の構成タンパク質には,ヒストンH3,
 H2B,H2A,}{4が存在せず,分子量18Kの塩基性タンパク質が存在するなど細胞核との差
 は顕著である。さらにヌクレオソームなど高次構造形成における核様体タンパク質の役割りを解
 析する必要がある。
総括
 本論文ではDNAを含有する構造である煎一核様体と細胞核の動態について主として蛍光顕
 微鏡を用いて解析してきた。とりわけ,スフェロブラストを用いることは,蛍光像が鮮明に見え
 ること,おだやかな処運で構造を単離できることなど解析に有利であり,これまでの酵母の細胞
 学に新たな知見を加えることができた。細胞核については最近Kuroiwaetal.〈1986〉によ
 り仁染色体の同定がなされたのをはじめとして,今後,他の遺伝子群についても,その染色体上
 の位羅を細胞学的に同定することが可能となることが期待できる。mt一核様体については,酵母
 の生活環における配列,融合という動的な現象が明らかになったばかりであり,その機構はまだ
 不明である。ミトコン・ドリアの増殖は,mtDNAの複製,mt一校様体の分裂,ミトコンドリア
 自身の分裂を伴って起こるが,今後,酵母ミトコンドリアの分裂サイクルと配列,融合との関係
 を明らかにする必要がある。最近,著者らは好気,嫌気条件など生理状態によるmt一核様体の
 変化についても明らかにしているが,細胞内でのmt一核様体の挙動を制御している因子あるい
 は構造を探りたいと考えている。また,mt一核様体におけるDNAの折りたたみの様式を解析す
 ることにより,細胞核,バクテリア染色体,オルガネラ核様体の構造における共通性と相違点に
 ついて,さらに染色体構造の進化についても認識を深めることができるであろう。
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 論文審査の結果の要旨
 ミトコンドリアの分子遺伝学的研究が著るしく進んでいるにもかかわらず,遺伝子発現の場で
 あるミトコンドリア核様体(磁核様体)の構造やミトコンドリアDNA(mt-DNA)の細胞内
 動態を知るための細胞学的研究は殆んど行われていない。
 本論文は,ミトコンドリアの分子遺伝学的研究が進んでいる酵母3σo惚刎鰐。囎09プθ加ε蜘
 を材料とし,主として蛍光染色法によりmt一核様体の細胞内での構造と動態を明らかにしょう
 としたものである。
 第1章では,二倍体酵母G2-2株の大型細胞の細胞壁を除去したスフェロブラストを調整し,
 これを用いて蛍光染色法による醸一核様体の鮮明な観察をはじめて可能にし,mt一核様体の挙
 動を詳細に観察している。すなわち,定常期に細胞質に数十個の小球として存在していたmt骸
 様体が,減数分裂過程で紐状の網目を作って融合し,1ケの巨大なミトコンドリアを形成し,さ
 らに紐状mt一校様体は娘核を取り囲んで環を形成することを明らかにした。著者はこれらの結
 果から,mt一校様体の融合と分散の繰り返しにより高頻度の遺伝子組換が起こると推定している。
 第2章では,8・oθプ麟ε漉の染色体をスフェロブラストを用いて観察することに成功してい
 る。培養後4-7時間日にかけて,クロマチンの凝縮と二価染色体の趨現があり,これが減数分
 裂中期では著しく凝縮すること,また減数分裂核の約70彩にi6本の染色体が認められることを記
 している。これらの結果は,3.oθプ伽s∫磁がユ6の連鎖群を持つとする遺伝学的結果と一致する
 と指摘している。
 第3章では,スフェロブラストを用いた減数分裂,胞子形成の系に種々の代謝阻害剤や細胞骨
 格阻害剤を添加して,減数分裂,胞子形成およびmt一核様体の配列,融合におよぼす効果を観
 察している。その結果に基づきmt一核様体の配列,融合には呼吸自体は必要でなく,呼吸によ
 り生産される,または解糖系のみによる細胞内のエネルギー状態が必要であると推論している。
 第4章ではスフェロブラストからmt一校様体を単離して,その形態と構築の観察と解析を行
 い,m卜核様体はDNA,RNA,タンパク質から構成され,その構造はクロマチン繊維からなる
 ことを明らかにしている。またヒストン様のタンパク質として,分子量18Kのタンパク質1種類
 の存在を検出している。
 以上,本論文の内容は幾つかの新しい重要な知見を含み,ミトコンドリア核様体および細胞核
 の今後の研究に寄与するものが大きく,本人が自立して研究活動を行うために必要な高度の研究
 能力と学識を有することが示されている。
 よって,宮川勇提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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